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Resumo

Objetivou-se verificar se as populagbes de Bacillus cereus presentes em leite em p6 integral apresentam-se de acordo com a
legislacao vigente e também verificar diferenga entre a presenga desse microrganismo de acordo com o tipo de embalagem (lata e
papel laminado). Para isso, foram adquiridas 40 amostras de leite em p6 integral comercializadas no municipio de Ribeiréo Preto,
Estado de Séo Paulo. Cerca de 20% das amostras analisadas continham populagbes de B. cereus. Entretanto, todas estavam
dentro dos limites aceitos pela legislagdo. Nao foi verificada diferenga significativa quando analisadas as populagdes presentes
entre as diferentes apresentagdes do produto. Conclui-se que todas as amostras avaliadas estavam de acordo com a legislagéo
vigente e, portanto, ndo ha problemas na comercializagéo de leite em po6 integral na regido avaliada.

Palavras-chave: laticinios, microbiologia de alimentos, saude publica.

Abstract

This study focused on verify if Bacillus cereus counts in whole milk powder comply with current legislation and also check its
presence in different types of package (milk powder canned and bag). To this, a set of 40 samples of whole milk powder was bought
in the municipalitie of Ribeirdo Preto, in the state of Sdo Paulo, Brazil. About 20% of the samples contained B. cereus population.
However, all the evaluated samples complied wth current legislation. Statistical difference was not observed among the populations
present in different types of package. So, we concluded that all the samples was according the current legislation and that there
is no problems in the whole milk powder commercialiaed at this region.

Keywords: dairy, food microbiology, public health.

Introdugéao 2016). Aliada a sua ampla distribuigdo ambiental, a presenca
deste ja foi descrita em diversos derivados lacteos (VIDAL et
O leite é considerado um dos alimentos mais nobres, devido g/, 2016; MEHDI et al., 2016; FADDA et al., 2012; ZHOU et al.,
a presenga de nutrientes e vitaminas indispensaveis para 2010; BARTOSZEWICZ et al., 2008).
manutencéo da saude humana (CALLEFE; LANGONI , 2015).
Entretanto, devido a essa rica composi¢cao nutricional, torna-
se susceptivel a multiplicagdo de diversos microrganismos,
que podem ser provenientes do proprio animal, do homem,

do ambiente e dos utensilios utilizados durante a ordenha disso. produzem tro toxi . distirbi
(ABDELKHALEK et al., 2016). , proc quatro toxinas responsaveis por distirbios

gastrentéricos (FDA, 2012), sendo que trés relacionam-se
Com o advento da pasteurizagéo e dessecagdo extrema, com a ocorréncia da sindrome diarreica (Hemolisina BL,
mecanismos esses que visam conservar o leite (REZENDE-  Enterotoxina ndo hemolitica e Citotoxina) (BOHM et al., 2016)
LAGO et al., 2007), alguns microrganismos destacam-se e uma com a sindrome emética a qual esta relacionada com a
como importantes agentes deteriorantes e patogénicos por agao de uma toxina pré-formada durante a esporulagdo dessa
permanecerem viaveis mesmo apo6s o processamento do  bactéria nos alimentos, conhecida por cereulide (FORGHANI
produto, como os esporos do Bacillus cereus (VIDAL et al., et al., 2014).

Outro fato importante é a capacidade das bactérias do
género Bacillus de produzir enzimas deteriorantes, as quais
causam lipdlise e protedlise no leite podendo ocasionar
problemas tecnoldgicos no produto (PINTO et al., 2017). Além
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Com o intuito de definir a quantidade maxima permitida de
B. cereus no leite em p6 comercializado no Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou os limites
no produto disponivel para o comércio através da RDC n2 12
(BRASIL, 2001). Para amostras indicativas, tolera-se até 5,0 x
10® UFC.g". Para amostragem representativa é estabelecido
como padrdo contagens de 5,0 x 102a 5,0 x 103 UFC.g™.

Assim, o presente estudo objetivou verificar se as contagens
de B. cereus em amostras de leite em p6é comercializadas no
municipio de Ribeirdo Preto, Estado de Sdo Paulo atendem a
legislagéo vigente e avaliar se existe diferenga entre a ocorréncia
do microrganismo em diferentes apresentacdes comerciais do
produto (lata e papel metalizado).

Materiais e métodos

Foram avaliadas 40 amostras de seis marcas de leite em po,
cujas fabricagbes sao supervisionadas pelo Servigo de Inspegao
Federal (SIF), adquiridas no municipio de Ribeirdo Preto, Estado
de Sé&o Paulo entre os anos de 2010 e 2011. Foram utilizadas
trés marcas de maior valor comercial e trés populares de acordo
com o custo ao consumidor. As marcas populares (A, B e C)

Gram positivos, com esporo centro-terminal, foi considerado
B. cereus as amostras positivas para as provas bioquimicas
da catalase, prova da motilidade e reducé&o de nitrato a
nitrito, reacdo de Voges—Proskauer, prova da Fermentacéo
anaerobia da glicose, hemodlise em sangue de carneiro e
negativo para crescimento rizoide (APHA, 2001).

Foram realizadas analises estatisticas através do software
MiniTab® de duas maneiras distintas. Primeiramente foi
utilizado um esquema fatorial 2x2 para verificara possivel
influéncia do tipo de embalagem em uma mesma marca
(marcas E e F, as quais possuem ambos tipos de embalagem).
Posteriormente as marcas e apresentagdes foram comparadas
pela analise de variancia de um delineamento inteiramente
casualizado com 5 repeti¢cdes cada, a fim de verificar a possivel
existéncia de diferengas entre as marcas de maior custo ao
consumidor e as populares em relagéo a quantificagao de B.
cereus, nas amostras reconstituidas imediatamente.

Resultados e discussao

Os resultados das analises microbiolégicas apds as diluicbes
realizadas do produto podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1: Populagdes de B. cereus em amostras de leite em p¢ integral adquiridas no municipio de
Ribeirao Preto, Estado de Sdo Paulo imediatamente ap6s reconstituicdo do leite

A (papel) B (papel) C (papel) D (lata) E (lata) E (papel) F (lata) F (papel)
Marca / Amostra (UFC.g") (UFC.g') (UFC.g') (UFC.g') (UFC.g') (UFC.g") (UFC.g") (UFC.g")
1 02 1x 10" 02 02 02 02 02 02
2 02 02 2 x 10" 02 02 02 02 1x 10"
3 02 02 02 1x10"™ 1x10% 02 1x 10" 02
4 1x 10" 02 02 02 02 02 02 02
5 02 02 02 02 02 1x 10" 02 02

Populacdes seguidas de letras iguais ndo diferem do ponto de vista estatistico ao nivel de 5% de significancia (Tukey)

possuiam embalagens constituidas por papel metalizado, a
marca D embalagem tipo lata, enquanto as demais (E e F) ambos
os tipos de embalagens (lata e papel metalizado), totalizando
8 tratamentos.

Apods a assepsia das embalagens, foram pesadas 25g de
cada amostra, e em seguida transferido para um frasco
tipo Erlenmeyer contendo 225mL de agua peptonada 0,1%
esterilizada. A partir desta diluigdo inicial foram preparadas
diluicdes decimais até 103, empregando-se o mesmo diluente
(ICMSF, 1983). De todas as dilui¢des do leite em p6 reconstituido
foram imediatamente retiradas amostras para proceder-se o
isolamento e a quantificagdo do B. cereus.

Posteriormente a retirada das amostras, foi realizado o
plaqueamento seletivo em agar manitol-gema de ovo-
polimixina B (MOSSEL et al., 1967). As placas foram
incubadas a 30°C por 18-40 horas e, ao final do periodo, as
colénias sugestivas de bactérias do grupo B. cereus foram
repicadas em agar soja triptona. Apés incubacgéo (30°C/24
horas), foram realizados esfregagos para coloragdo de Gram
e de Wirtz-Concklin. Confirmada a presenca de bastonetes
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Quando a aliquota foi colhida logo apds a reconstituicéo
do produto, apenas uma amostra de cada marca analisada
(20 %) apresentou populagdes de B. cereus. Apesar de
todas as marcas apresentarem populagdes para a referida
bactéria, todas estdo abaixo do limite conferido pela RDC
ne12 (BRASIL, 2001), nao havendo problemas em sua
comercializagao.

Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05)
pelo teste de Tukey entre as marcas analisadas, ou seja,
nao é possivel afirmar que o material em que o leite em po6 é
acondicionado para posterior comércio (lata e papel laminado)
tenha influéncia nas populacdes presentes de B. cereus.

Os resultados obtidos no presente estudo séo diferentes do
que foram observados em pesquisa realizada no municipio de
Sao Paulo em 1987 e 1988, em que os autores encontraram
2,78% das amostras de leite em pd impréprias para o consumo
conforme a legislacdo (BARROS et al., 2001). Tal diferenga
pode ser explicada, em partes, pela existéncia atual da Instrugdo
Normativa n°62, a qual tornou mais rigorosos os limites maximos
de contaminantes do leite cru no Brasil (BRASIL, 2011).



Além da obtenc&o higiénica da matéria prima, as condi¢cdes
de processamento e contaminagdo pos tratamento térmico
influenciam na qualidade microbiolégica do leite em pé
(ABDELKHALEK et al., 2016). Em vista disso, programas
de auto controle foram obrigatoriamente implementados nos
estabelecimentos industrializadores de produtos de origem
animal sob supervisdo do Servico de Inspecao Federal
desempenhando um importante papel na prevengéo de possiveis
contaminagdes no produto que possam ocorrer no interior dos
laticinios (BRASIL, 1997), contribuindo assim para a manutencéo
atual da qualidade microbioldgica dos produtos, diferentemente
do que ocorria anterior a essa.

Mesmo em populagdes baixas, como os encontrados no
presente estudo, os niveis de Bacillus cereus devem ser
monitorados, principalmente em produtos que sofreram
tratamentos térmicos. Através da esporulagao, tais bactérias
podem resistir a temperaturas elevadas, diferentemente de
outros microrganismos patogénicos, tornando assim o meio
menos competitivo e com maior disponibilidade de nutrientes
(VIDAL et al., 2016). Sendo assim, quando o ambiente em
que o esporo esta presente é alterado de forma a propiciar
sua germinagao, a bactéria pode se multiplicar e atingir niveis
de contaminagdo capazes de provocar danos a saude dos
consumidores, representando risco a saude publica (ICMSF,
1983).

Quando o leite em po é reconstituido com agua e mantido em
temperaturas entre 20 e 30°C, a germinagéo dos esporos do
B. cereus pode ocorrer e consequentemente atingir niveis que
consistem em risco a saude publica apés 10 horas, sem que
ocorram alteracdes organolépticas perceptiveis no produto
(RODRIGUEZ; BARRET, 1986). A seguranga do leite em po
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reconstituido depende da temperatura de estocagem, uma vez
que essa temperatura afeta ndo s6 a multiplicagédo bacteriana
como também a competi¢cdo da microbiota presente no mesmo
(BARROS et al., 2001).

Outro aspecto de importancia é o fato de grande parte
dos consumidores de leite em pd possuirem algum tipo de
comprometimento imunoldgico, sejam eles demasiadamente
jovens ou idosos, tornando-os mais susceptiveis a infegdes de
um modo geral, mesmo quando agentes patogénicos encontram-
se em populagdes menores (DI PINTO et al., 2013), o que
também demonstra a importancia de eliminar tal contaminante
do produto.

Diante da dificuldade em eliminar o B. cereus quando o mesmo
encontra-se presente em leite em po, a adogao de praticas no
inicio da cadeia produtiva e durante a industrializagéo do produto
que impecam ou reduzam a contaminagao se faz necessaria.
A aplicacado de programas de auto controle na industria,
associadas a Boas Praticas de Ordenha na bovinocultura de
leite € uma alternativa para minimizar os riscos de contaminagao
nas diferentes etapas do processo de produgéo, sendo capaz
de reduzir a contaminagéao bacteriana, inclusive pelo B. cereus
(VALLIN et al., 2009), e propriciando assim produtos de melhor
qualidade microbioldgica aos consumidores.

Conclusao

Conclui-se que a qualidade microbiolégica do leite em pé integral
comercializado no municipio de Ribeirdo Preto, Estado de Sao
Paulo é considerada adequada conforme os limites aceitaveis,
independente da forma de apresentagdo comercial das mesmas
(papel metalizado ou lata).

A FAPESP, pelo aporte financeiro para a realizacdo da presente pesquisa (Processo n°® 2009/09059-2), ao primeiro autor.
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